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要旨  
 
目的： 
	 関節リウマチ（rheumatoid arthritis；RA）は全身の関節の炎症を主体とし
た自己免疫性疾患であり、CD4 陽性 T 細胞が RA の病態に関与していることが
知られている。近年細胞表面マーカーによるヒトの CD4 陽性 T 細胞サブセット
の分類が定義され、RA を含む様々な疾患において統一された分類方法を用いた
CD4 陽性 T 細胞サブセットのより詳細な解析が実施されるようになった。また、
CD4 陽性 T 細胞サブセットは特定の転写因子の発現により分化、機能、増殖が
制御されることが明らかになっているが、RA において転写因子の発現の変化が
CD4 陽性 T 細胞の分化や機能に影響し、病態に関与しているか否かについては
未だ不明な点が多い。本研究では細胞表面マーカーによる分類を用いて定義し
た CD4 陽性 T 細胞サブセットにおける転写因子の発現と、RA の病態との関連
を明らかにする。 
方法： 
	 健常者（healthy control；HC）、変形性関節症（osteoarthritis；OA）患者、
RA 患者の末梢血から末梢血単核細胞（peripheral blood mononuclear cell；
PBMC）と OA 患者、RA 患者の滑液から滑液単核細胞（synovial fluid 
mononuclear cell； SFMC）を磁気細胞分離（magnetic cell sorting；MACS）
により CD4 陽性 T 細胞を単離した。CD4 陽性 T 細胞は細胞表面マーカー
（CD45RA、CXCR5、CXCR3、CCR6）によりヘルパーT（Th）細胞、さらに
は Th 細胞サブセットへ分類し、それぞれ転写因子（T-bet、GATA3、RORγt）
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の発現をフローサイトメトリーにより解析した。また、末梢血中と滑液中のケ
モカインについて LEGENDplex により濃度を測定し、末梢血中の Th 細胞の遊
走能について chemotaxis assay により評価した。RA 患者において抗リウマチ
薬治療開始 24 週時と治療前での Th 細胞サブセットの割合や転写因子の発現に
ついて比較した。 
結果： 
	 PBMC 中の Th 細胞サブセットの割合については、HC、OA 患者、RA 患者
で有意な差は認められなかったが、RA 患者の Th17 細胞における CCR6 と
RORγt の発現が HC と OA 患者に比べ有意に亢進していた。さらには RA 患者
の Th17 細胞における CCR6 と RORγt の発現は有意な正の相関を認めた。RA
患者の SFMC 中の Th17 細胞の割合は PBMC 中に比べて有意に増加していた。
Chemotaxis assay において RA 患者の Th17 細胞の CCL20 に対する遊走能が
HC、OA 患者に比べて有意に亢進していた。また、RA 患者の滑液中の CCL20
の著明な濃度上昇を認めた。RA 患者において抗リウマチ薬治療開始 24 週時に
は治療前に比べ、Th17 細胞における CCR6 と RORγt 発現が有意に低下してい
た。 
結論： 
	 Th17 細胞の RORγt 発現の亢進と滑液中の CCL20 の上昇が CCR6 発現亢進
を介して Th17 細胞の炎症関節への遊走を惹起し、これらの事象が RA の病態に
関与していると考えられた。 
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第 1 章	 背景 
	 RA は全身の関節の炎症を主体とし、肺や腎臓、心血管系など全身性に症状を
きたす自己免疫性疾患である。RA の病因、病態については未だ不明な点が多い
が、CD4 陽性 T 細胞の関与が報告されている[1]。 
	 CD4 陽性 T 細胞は Th1 細胞、Th2 細胞、Th17 細胞や制御性 T（regulatory T；
Treg）細胞などのサブセットに分類され、それぞれ異なるサイトカイン産生パ
ターンや機能を有し、細胞性もしくは液性免疫や自己免疫性疾患の発症に関与
する[2]。また、それぞれのサブセットで T-bet、GATA3、RORγt、Foxp3 など
異なる転写因子が発現し、CD4 陽性 T 細胞の分化、制御に関わっている[2]。こ
れまで RA の病態において、腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor; TNFα）や
インターロイキン 17（interleukin-17; IL-17）などが滑膜線維芽細胞や滑膜細
胞を活性化して軟骨や骨破壊を引き起こすことから Th1 細胞や Th17 細胞が病
態に関与していることが示唆されている[1, 3-5]。特に Th17 細胞はコラーゲン
誘導関節炎モデルマウスの病態形成を担う細胞として注目されており[3]、滑液
や滑膜組織においては、健常者に比べて IL-17+CD4+細胞（Th17 細胞）が増加
しているという報告[6-8]や逆に減少していると報告[9, 10]もされている。また、
Treg 細胞については、IL-10 やトランスフォーミング増殖因子 β（transforming 
growth factor β; TGF β）の産生を介して末梢の effector T 細胞などの抑制によ
る自己免疫の制御に関わり[11, 12]、RA においても炎症関節に存在しているが、
TNF αによる負の制御により Treg 細胞が減少し、RA の病態が促進されている
可能性が示唆されている[1, 13-16]。このように CD4 陽性 T 細胞の RA の病態
における役割はまだ定まった見解がない。 
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	 近年の多くの研究により、CD4 陽性 T 細胞においてマスター転写因子発現や
サイトカイン産生などの可塑性が報告され、一つの転写因子やサイトカインで
CD4 陽性 T 細胞を定義することが困難であることが示唆されている[2]。また、
これまでの研究ではCD4陽性T細胞を含めた免疫細胞の定義が研究間で異なり、
結果のばらつきが生じていた可能性が示唆されている[17]。そこでより真の生物
学的事象を捉えるために、フローサイトメトリー（flow cytometry；FCM）を
用いて細胞表面マーカーの発現により CD4 陽性 T 細胞を分類、標準化すること
で研究間の technical artifact をなくすような“human immunology project”が
提唱されてきている [17, 18]。RA においても細胞表面マーカーを用いた FCM
の解析が多く報告されている[19, 20]。Lurati らは無治療 RA 患者における末梢
血中のCD4+CXCR3-CCR6+のTh細胞がHCやOA患者に比べて割合が増加し
ているという報告し[19]、Rao らは抗 CCP 抗体陽性の RA 患者の滑液中で活性
化した T 細胞である PD-1highCXCR5-CD4+細胞が抗 CCP 抗体陰性の患者に比
べて有意に増加していたという報告をしている[20]。また Treg 細胞では
CD4+CD25+CD127lowの Treg 細胞が抗 IL-６受容体抗体製剤であるトシリズマ
ブでの治療により有意に治療前に比べて増加したといった報告もされている
[21]。 
	 このように FCM を用いた手法での Th 細胞を含めた CD4 陽性 T 細胞の解析
は多く報告されているものの、Th 細胞の RA の病態への関与については未だ不
明な点が多く、特に Th 細胞の転写因子に関する報告は少ない。マウスの関節炎
モデルでは、Th 細胞のマスター転写因子である T-bet や GATA3、RORγt をそ
れぞれ過剰発現させたトランスジェニックマウスにおいて有意に関節炎が抑制
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されたことが報告されているが[22-24]、ヒトにおいては無治療の RA 患者にお
いて RORγt の発現が亢進しているといった報告[25, 26]しかないのが現状で、
Th 細胞の転写因子の RA の病態への関与は不明である。そこで本研究では、近
年提唱されている FCM を用いた細胞表面マーカーによる Th 細胞の分類を行い、
その転写因子の発現が RA の病態へ及ぼす影響について解析することとした。 
 
第 2 章	 患者と方法 
2-1	 患者 
	 本研究では、2014 年 11 月から 2017 年 3 月の間に筑波大学附属病院において
診療を受けた RA 患者 19 人、OA 患者 12 人について、登録、解析を行った。
HCは公募により本研究への協力が得られ、かつRA症例およびOA症例と年齢、
性別を合わせた 16 人について、登録、解析を行った。RA 患者は 1987 年の米
国リウマチ学会（ACR）の RA の分類基準、または 2010 年の ACR/ヨーロッパ
リウマチ学会（EULAR）の RA 分類基準[27]を満たしており、発症半年未満の
早期のメトトレキサート（methotrexate ; MTX）やサラゾスルファピリジン
（salazosulfapyridine；SASP）といった抗リウマチ薬、プレドニゾロン
（prednisolone；PSL）を使用していない無治療の患者を登録した。全ての患者
において、年齢、性別、圧痛関節、腫脹関節や患者と医療者の全般的な健康状
態に対する VAS（visual analog scale）、臨床検査所見として CRP や ESR-1h、
MMP-3、RF、抗 CCP 抗体を測定し、疾患活動性の指標である DAS（disease 
activity score）28-CRP の評価を行なった。本研究は、全ての患者、HC よりイ
ンフォームドコンセントを得た。本研究については、筑波大学附属病院の臨床
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研究倫理審査委員会において審査され、承認を受けて実施した。 
 
2-2	 PBMC 及び SFMC 中の CD4 陽性 T 細胞の単離 
	 PBMC や SFMC は被験者より得られた末梢血や滑液より Ficoll-Paque TM 
Plus (GE Healthcare, Uppsala, Sweden)による密度勾配遠心分離で採取した。
得られた PBMC と SFMC は CD4+ MicroBeads (Milteny Biotec, Bergisch 
Gladbach, Germany) を用いて磁気細胞分離（magnetic cell sorting；MACS）
により単離した。CD4 陽性細胞の純度は 95%以上の精度で得られた。 
 
2-3	 フローサイトメトリー（flow cytometry；FCM） 
	 CD4 陽性 T 細胞は下記に示す抗体を用いて 30 分間氷上もしく室温などの適
切な条件で染色を行った： 
anti-CCR6-Brilliant Ultraviolet 737 (11A9, BD HorizonTM, San Diego, CA, 
USA) 
anti-CD45RA-APC-Cy7 (HI100, BD Pharmingen; San Diego, CA, USA) 
anti- CXCR3-Alexa Fluor (AF) 700 (1C6/CXCR3, BD Pharmingen; San Diego, 
CA, USA) 
anti-CXCR5-AF488 (RF8B2, BD Pharmingen; San Diego, CA, USA) 
	  
	 また CD4 陽性 T 細胞の転写因子は regulatory T Cell Staining Kit 
(eBioscience; San Diego, CA)を用いて下記のような抗体を用いて染色を行っ
た: 
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anti-T-bet-AF647 (4B10, Pharmingen) 
anti-GATA3-PE-Cy7 (L50-823, Pharmingen) 
anti-RORγt-PE (Q21-559, Pharmingen) 
FCMの解析、ソーティングはFACSAriaTM 2 cell sorter （BD, New Jersey, US）
を用いて行った。	 FCM のデータの解析は FACSAriaTM 2 cell sorter の
FACSDiva software を用いて行った。 
	 本研究では、過去の報告を用いてTh細胞サブセットを定義した[12, 13]。FCM
において、MACS で単離された CD4 陽性 T 細胞にリンパ球ゲートをかけた後、
下記のように定義した： 
CXCR5-/CD45RA-；Th 細胞 
CXCR5-/CD45RA-/CXCR3+/CCR6-；Th1 細胞 
CXCR5-/CD45RA-/CXCR3-/CCR6-；Th2 細胞 
CXCR5-/CD45RA-/CXCR3-/CCR6+；Th17 細胞 
CXCR5-/CD45RA-/CXCR3+/CCR6+; CXCR3+/CCR6+細胞 
 
2-4	 サイトカインとケモカインの測定 
	 Th 細胞サブセットは FACSAriaTM 2 cell sorter を用いてソーティングを行い、
それぞれ 2×104 個の細胞を抗 CD3 抗体（BioLegend）と抗 CD28 抗体
（BioLegend）存在下の培養液（RPMI 1640 溶媒 (Sigma-Aldrich, USA) 10% 
FBS 含有, ペニシリン(100 U/mL) + ストレプトマイシン（100μg/mL）500μl、
2-メルカゾール 50μl）で 96 時間培養した上清を cytometric bead array (CBA)
（BD Biosciences）を用いてインターフェロン（IFN）γ、IL-4、IL-17 を測定
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した。また血清、滑液中の CXCL9 及び CXCL10、CCL20 については
LEGENDplex (BioLegend)を用いて測定した。 
 
2-5	 遊走能解析 
	 Th 細胞の遊走能を Transwell system（24 wells, insert pore size 5 µm、
Corning, NY）を用いて評価した。MACS により単離された PBMC 中の CD4
陽性 T 細胞（1×105個）は表面マーカ （ーCXCR5、CD45RA、CXCR3、CCR6）
の染色を行なった後に上層の well の 100 µl の培養液（RPMI 1640 溶媒 
(Sigma-Aldrich, USA) 10% FBS 含有, ペニシリン(100 U/mL) + ストレプトマ
イシン（100 µg/mL）500 µl、2-メルカゾール 50 µl）へ添加し、４時間 37℃で
培養し、下層の well の培養液 600 µl（上層と同様の培養液を用いてリコンビナ
ントのヒトケモカイン（CXCL9、CXCL10、CCL20）（BioLegend））を 100 ng/ml
の濃度で調整したものとケモカインを含まないもの）へ遊走した Th 細胞を
FCM によって細胞数をカウントした。遊走指数（migration index）について
は、ケモカインを含んだ well 中の細胞数とケモカインを含んでいない well の細
胞数の比により算出した。 
 
2-6	 統計学的解析 
	 データは平均±標準偏差で示した。HC 及び OA 患者、RA 患者の年齢、性別
はそれぞれ Kruskal-Wallis 検定、Fisher 正確確率検定で統計学的解析を行った。
平均の比較は 3 群間では Kruskal-Wallis 検定、PBMC と SFMC では
Mann-Whitney U 検定、治療前後では Wilcoxon 符号順位検定を用いて統計学
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的解析を行った。また、相関解析については、Spearman 順位相関係数を用い
て統計学的解析を行った。いずれも統計学的な有意性を P 値が 0.05 未満とし、
StatPlus を用いて統計処理を行った。  
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第 3 章	 結果 
3-1	 HC の Th 細胞の細胞表面マーカー、転写因子とサイトカインの解
析 
	 対象症例の背景や臨床データは、表 1 に示す。サイトカイン測定が行えた HC
（N=7）における PBMC 中の CD4 陽性細胞について、過去の報告を元に細胞
表面マーカーの CXCR5、CD45RA、CXCR3、CCR6 を用いて FCM で Th サブ
セットの分類をした（図 1）。これらの分類が適切なものかを確かめるために、
転写因子の T-bet、GATA3、RORγt やサイトカインの IFNγ、IL-4、IL-17 を測
定したところ、それぞれの Th サブセットで特異的な転写因子、サイトカインの
発現が確認できた（図 2）。 
	 これらのデータから本研究の細胞表面マーカーによる分類は適切なものであ
ると考えられた。 
 
3-2	 RA 患者、HC、OA 患者の Th 細胞の細胞表面マーカー、転写因子
とサイトカインの解析 
	 3-1 と同様に RA 患者と OA 患者についても解析を行った。Th サブセットの
割合については 3 群間で有意な差は認めなかったが（図 3）、RA 患者の Th17
細胞の RORγt 発現が HC と OA 患者よりも有意に亢進していた（図 4）。さらに
は細胞表面マーカーの発現については、RA 患者の Th17 細胞における CCR6 発
現が HC と OA 患者よりも有意に亢進していた（図 5）。また、Th17 細胞にお
ける CCR6 と RORγt 発現の相関については、有意な正の相関を示し、RORγt
陽性細胞は陰性細胞に比べ有意に CCR6 の発現が亢進していた（図 6）。 
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	 次に転写因子の発現の変化が Th 細胞のサイトカイン産生能に影響するかを
明らかにするために、分離した各 Th サブセットを抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体
存在下で培養し、上清中の IFNγ、IL-4、IL-17 を CBA で測定した。3 群間でい
ずれの Th 細胞サブセットにおいても、産生されるサイトカイン量については有
意な差は認めなかった（図 7）。 
	 これらの結果から RA 患者の PBMC における Th17 細胞では CCR6 と RORγt
発現の亢進があり、病態への関与が示唆された。 
 
3-3	 RA 患者の PBMC と SFMC 中の Th 細胞の比較 
	 RA の病態の主座である炎症関節での Th 細胞の解析を行うために、PBMC と
SFMC 中の Th 細胞について比較した。3-1、2 と同様に Th 細胞サブセットの
割合について FCM で解析したところ、SFMC 中の Th17 細胞の割合が PBMC
に比べて有意に増加し、Th1 細胞が有意に減少していることがわかった（図 8）。
また、転写因子の発現について比較したが、PBMC、SFMC 間で有意な差は認
められなかった（図 9）。 
	 これらの結果から Th17 細胞の炎症局所での増加が示唆された。 
 
3-4	 Th 細胞の遊走能の解析 
	 RA患者においてTh17細胞のCCR6の発現の亢進と炎症関節での増加が見ら
れることから、炎症局所への遊走能の亢進が示唆され、評価のために transwell 
system による chemotaxis assay を行った。Th1 細胞については、特異的な細
胞表面マーカー、かつケモカインレセプターの CXCR3 のリガンドである
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CXCL9 や CXCL10 に対する遊走能は RA 患者、HC、OA 患者の 3 群間で有意
な差がなかった。一方で、Th17 細胞では CCR6 のリガンドである CCL20 に対
する遊走能が RA 患者で有意に HC、OA 患者よりも亢進していた（図 10）。ま
た各リガンド特異的な遊走が CXCL9、CCL20 では見られたが、CXCL10 では
見られなかった（図 10）。 
	 上記リガンドの CXCL9、CXCL10、CCL20 について血清中と滑液中での濃
度を測定したところ、RA 患者の滑液中の CXCL10 と CCL20 濃度が血清中より
も有意に増加し、その他 HC の血清、OA 患者の血清と滑液よりも有意に増加し
ていた（図 11）。 
	 これらの結果から Th17 細胞自身の遊走能の亢進と滑液中の CCL20 濃度の上
昇が炎症関節への Th17 細胞の増加に寄与している可能性が考えられた。 
 
3-5	 RA 患者の治療前後の Th 細胞の細胞表面マーカー、転写因子の変化 
	 MTX などの RA に対する治療による Th 細胞の細胞表面マーカーや転写因子
の発現の変化を解析するために、7 例について治療 24 週時と治療前とでの比較
を行った。治療として MTX や SASP、PSL などが用いられ、24 週時には RA
の疾患活動性の指標である DAS28-CRP は有意な改善を認めた（図 12）。治療
前後での Th サブセットの割合について差が見られなかったが（図 13）、Th17
細胞における RORγt 発現は治療により有意に低下した（図 14）。さらには Th17
細胞の CCR6 発現についても治療により有意に低下した（図 15）。 
また、1 例の報告になるが、治療前後の SFMC 中の Th 細胞について解析を行
ったところ、Th17 細胞は治療により割合の減少傾向を示し（図 16）、さらには
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CCL20 の濃度の低下を認めた（図 17）。 
	 これらの結果から Th17 細胞の CCR6 と RORγt 発現が病態に関与しているこ
とが示唆された。
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第 4 章	 考察 
	 近年 Th17細胞のRAの病態への関与が多く報告されている。 Van Hamburg
らは無治療 RA 患者の PBMC 中の CCR6 陽性の IL-17 や TNF αを産生する
Th17細胞が増加していたと報告し[15]、Jimenoらは無治療 RA患者において、
HC に比べて CCR6+RORC+細胞が増加し、T-bet +細胞が減少していることを
報告している[26]。さらに Arroyo らは抗 CCP 抗体陽性の無治療 RA 患者にお
いて末梢血中のTh17細胞の割合やTh17/Th1細胞比が治療後に減少しているこ
とを報告[28]するなど、末梢血中の Th17 細胞の増加を示す報告が多いが、本研
究では、RA 患者と HC、OA 患者間においては、Th 細胞サブセットの割合に有
意な差は認められなかった。この結果の違いの理由としては以下に示すような 2
つの可能性が考えられた。1 つは患者背景の研究間での相違が挙げられる。多く
の研究では治療を導入後や、特に RA の診断基準は満たすが抗 CCP 抗体陰性患
者を含むような不均一な集団で解析を行っているのに対し、本研究では発症半
年以内の早期の無治療かつ抗 CCP 抗体陽性の患者のみ登録しており、より均質
な発症早期 RA 患者群を捉えることができている。もう 1 つの理由としては、
Th 細胞の定義の違いが挙げられる。本研究は過去の報告と異なり、CD4 陽性細
胞を含めた免疫細胞の統一的な定義を図った“human immunology project“を
もとに得られたデータである。これらの患者背景、定義の違いが Th17 細胞の割
合の結果の相違に影響したと考えられた。また、本研究では RA 患者の Th17
細胞における RORγt の発現の亢進が認められた。さらには RA 患者では Th17
細胞の CCR6 の発現が亢進し、RORγt と CCR6 の発現において有意な正の相関
を認め、Th17 細胞の CCR6 の発現が RORγt により制御されている報告に合致
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する結果が得られた[29]。一方、IL-17 といった Th17 細胞から特徴的に産生さ
れるサイトカインについては 3 群間で有意な差はなかった。RA 患者の CCR6
の遺伝子多型が発症に関与している点[30]や抗 IL-17 抗体である Secukinumab 
や抗 IL-17 受容体抗体である Brodalumab は RA には効果が乏しく開発中止
となっている点は[31, 32]、今回見出されたRA患者におけるTh17細胞のRORγt
の発現亢進は IL-17 産生ではなく CCR6 発現の亢進に寄与している結果と矛盾
せず、RORγt-CCR6 の経路がより強く RA の疾患機序に関与している可能性が
示唆された。 
	 炎症の局所における Th 細胞については、RA の炎症関節の滑液中で末梢血に
比して Th17 細胞の割合が有意に増加していること[25, 33]や Th17 細胞の産生
する IL-17 が炎症関節において単球や好中球、滑膜線維芽細胞を活性化し、破
骨細胞の誘導、骨破壊に寄与していることなどが報告されている[34, 35]。本研
究においても、これらの報告と同様に PBMC 中よりも SFMC 中で Th17 細胞の
割合の増加を認めた。また Th1 細胞については、IFNγを介して破骨細胞を抑制
し、RA の病態に対しては抑制的な細胞であることが示唆されており[33, 34]、
本研究においても滑液中の Th1 細胞の割合が減少しており、この Th1 細胞の欠
如が RA の病態悪化の要因の一つになった可能性が考えられた。 
	 細胞の遊走にはリガンドであるケモカインとその受容体であるケモカインレ
セプターの反応が関与しており[38-40]、Th17 細胞はケモカインレセプターであ
る CCR6 のリガンドである CCL20 に特異的に遊走することが報告されている
[41-43]。RA の関節炎モデルマウスの SKG マウスにおいても、抗 CCR6 抗体を
投与することで Th17 細胞の遊走を抑さえられ、関節炎の発症や重症度を有意に
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抑制することが報告されている[44]。また、過去の報告でもあるように[29, 45]、
本研究でもRA患者の滑液中で著明なCCL20の上昇を認め、近年CCR6-CCL20
経路が RA の病態への関与が示唆されているが、RA 患者において Th17 細胞自
体の遊走能について調べた報告はない。そこで本研究では、Th 細胞の遊走能の
評価のために行った chemotaxis assay を行ったところ、RA 患者の Th17 細胞
の CCL20 に対する遊走能の有意な亢進を認めた。これまでの結果から本研究に
おける Th17 細胞の炎症関節での集積については、RORγt の発現亢進に伴う
CCR6 の増加と CCL20 の増加により惹起された可能性が示唆された。一方、Th1
細胞のケモカインレセプターである CXCR3 のリガンドである CXCL10 も RA
患者の滑液において著明な増加を認めたが、SFMC 中の Th1 は末梢血と比較し
て有意にその比率は低下していた。Th1 細胞は RA の病態改善に寄与している
可能性も報告されており[36, 37]、本研究におけるPBMCと比較した際のSFMC
中の Th1 の有意な比率の低下の原因には、Th1 細胞遊走を抑制する機序の存在、
もしくは炎症局所に移行した Th1 から Th17 への再分化の可能性が考慮される
が、本研究では詳細を明らかにすることはできなかった。 
	 本研究では、MTXなどの治療開始前に比べ、治療24週時のTh17細胞でCCR6
と RORγt 発現の有意な低下を認めた。過去に動物モデルや RA 患者における治
療による CCR6 や RORγt 発現の変化を示した報告はないが、関節炎モデルマウ
スにおける CD4 陽性 T 細胞への影響については、T 細胞依存的に発症するプリ
スタン誘導関節炎ラットにおいて、MTX 治療により Th1 や Th17 細胞を不活化
し、関節炎を抑制されたという報告[45]や Th17 細胞依存的に発症するコラーゲ
ン誘導関節炎ラットにおいて、MTX 治療により CD4+CD25+の Treg 細胞の増
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加が惹起され、関節炎が抑制されたといった報告がある[47]。また MTX は細胞
分化やアポトーシスを誘導すると報告されている[48, 49]。これらの報告から、
活性化された Th17 細胞が MTX により不活化され、CCR6 や RORγt の発現が
低下した可能性が示唆された。さらに、本研究では治療前後の滑液中のケモカ
インの濃度の測定を行えた 1 症例において、MTX 治療 24 週後に CCL20 の低
下と CXCL10 の上昇を認め、Th 細胞の遊走を制御するケモカインの病態関与
も示唆された。 
	 これまでに RA の病態における Th17 細胞さらには CCR6-CCL20 経路の重要
性が多く報告される中、本研究では、発症早期の無治療かつ抗 CCP 抗体陽性の
より純粋な RA 症例において、RORγt に伴う CCR6 の発現亢進が炎症局所への
Th17 細胞の遊走を促進している可能性を示した。また、関節炎モデルマウスで
の CCR6 の抑制により関節炎が改善した報告や本研究での抗リウマチ治療によ
る RORγt-CCR6-CCL20 の発現低下を認める点から、RORγt-CCR6-CCL20 の
経路の制御が RA に対する新規治療戦略になる可能性を示しており、RA 以外の
炎症性関節炎を伴うような類似疾患（乾癬性関節炎など）においても今後の研
究を進めていくことが必要と考えられた。 
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第 5 章	 結論 
	 RA においては、RORγt の発現亢進によってもたらされたと考えられる CCR6
の高発現と滑液中の CCL20 の増加が Th17 細胞の炎症関節への遊走を促進して
いる可能性があり、また治療による疾患活動性の低下とともに Th17 細胞の
CCR6 と RORγt の発現も有意に抑制されたことから RORγt-CCR6-CCL20 経路
が関節炎の病態に深く関与している可能性が示唆された。 
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HC (N=16) OA (N=12) 無治療RA（N=19） p value 
年齢 51.3 ± 10.5 55.7 ± 10.9 53.8 ± 18.5 0.61 
女性, n (%) 13 (81.3) 8 (66.7) 16 (84.2) 0.61 
CRP (mg/dl) - - 1.82 ± 3.03 - 
ESR-1h (mm) - - 26.4 ± 16.5 - 
MMP-3 (ng/ml) - - 187 ± 252 - 
RF (U/ml) - - 99.0 ± 67.8 - 
抗CCP抗体, n (%) - - 19 (100) - 
DAS28-CRP - - 4.0 ± 1.03 - 
DAS28-ESR - - 4.46 ± 1.13 - 
CDAI - - 17.1 ± 7.71 - 
SDAI - - 19.4 ± 8.71 - 
表 1	 HC、OA 患者、RA 患者の背景と臨床データ 
anti CCP antibody, anti cyclic citrullinated peptide antibody; CDAI, clinical 
disease activity index; CRP, c-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation 
rate; MMP-3, matrix metalloproteinase-3; RF, rheumatoid factor; SDAI, 
simplified disease activity index; （＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、年齢：
Kruskal-Wallis 検定、性別：Fisher 正確確率検定） 
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図 1. HC の PBMC 中の Th 細胞サブセット 
HC（N=7）の Th 細胞サブセットについて FCM で解析を行った。（A）（左）
リンパ球ゲートをかけた後の Th 細胞群（黒枠：CD45RA-CXCR5-細胞）。（右）
Th 細胞を CXCR3 と CCR6 により 4 つの細胞群に分けられた Th 細胞サブセッ
ト。（B）各 Th 細胞サブセットの割合。（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、
Kruskal-Wallis 検定） 
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図 2.	 HC の PBMC 中の Th 細胞サブセットの転写因子・サイトカイン 
HC（N=7）の Th 細胞サブセットの転写因子、サイトカインについて FCM で
解析を行った。（A）Th 細胞サブセットの転写因子（T-bet、GATA3、RORγt）
の代表的なヒストグラム。（B）Th 細胞サブセットの転写因子（T-bet、GATA3、
RORγt）を発現する細胞の割合の平均の比較。（C）Th 細胞サブセットのサイ
トカインの平均の比較。各 Th 細胞サブセットを FCM により sorting 後、2×
104個の細胞を抗 CD3/28 抗体存在下で 96 時間培養し、上清を CBA によりサイ
トカイン（IFNγ、IL-4、IL-17）を測定した。（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、
Kruskal-Wallis 検定） 
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図 3.	 HC、OA 患者、RA 患者の PBMC 中の Th 細胞サブセット 
HC（N=16）、OA患者（N=12）、RA患者（N=19）のTh細胞サブセットにつ
いてFCMで解析を行った。（A）リンパ球ゲートをかけた後のTh細胞群（黒枠：
CD45RA-CXCR5-細胞）（B）Th細胞の割合の平均の比較。（C）Th細胞をCXCR3
とCCR6により4つの細胞群に分けられたTh細胞サブセット。（D）各Th細胞サ
ブセットの割合の平均の比較（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、Kruskal-Wallis
検定） 
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図 4.	 HC、OA 患者、RA 患者の PBMC 中の Th 細胞サブセットの転写
因子 
HC（N=16）、OA 患者（N=12）、RA 患者（N=19）の Th 細胞サブセットの
転写因子について FCM で解析を行った。（A）Th 細胞サブセットの転写因子
（T-bet、GATA3、RORγt）の代表的なヒストグラム。（B）Th 細胞サブセッ
トの転写因子（T-bet、GATA3、RORγt）を発現する細胞の割合の平均の比較。
（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、Kruskal-Wallis 検定） 
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図 5.	 HC、OA 患者、RA 患者の PBMC 中の Th 細胞サブセットのケモ
カインレセプター 
HC（N=16）、OA 患者（N=12）、RA 患者（N=19）の Th 細胞サブセットの
ケモカインセレプターについて FCM で解析を行った。（A）（左）Th1 細胞に
おける CXCR3 の代表的なヒストグラム。（右）Th17 細胞における CCR6 の代
表的なヒストグラム。（B）（左）Th1細胞におけるCXCR3の平均蛍光強度（MFI）
の平均の比較。（右）Th17 細胞における CCR6 の MFI の平均の比較。（＊P < 
0.05、平均 ± 標準偏差、Kruskal-Wallis 検定） 
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図 6.	 RA 患者の PBMC 中の Th17 細胞における CCR6 と RORγt 発現 
（A）代表的な Th17 細胞における RORγt 陰性、陽性細胞における CCR6 のヒ
ストグラム。（B）Th17 細胞における RORγt 陰性、陽性細胞における CCR6
の MFI。の平均の比較。（C）RA 患者（N=19）の Th17 細胞の CCR6 の MFI
と RORγt 陽性細胞の割合の相関について解析した。（＊：P < 0.05、平均の比
較：Mann-Whitney U 検定、ρ：Spearman 順位相関係数） 
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図 7.	 HC、OA 患者、RA 患者の PBMC 中の Th 細胞サブセットのサイ
トカイン 
HC（N=7）、OA 患者（N=5）、RA 患者（N=7）の Th 細胞サブセットのサイ
トカイン（IFNγ、IL-4、IL-17）について CBA で解析を行った。各 Th 細胞サ
ブセットを FCM により sorting 後、2×104個の細胞を抗 CD3/28 抗体存在下で
96 時間培養し、上清を CBA によりサイトカイン（IFNγ、IL-4、IL-17）を測定
した。（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、Kruskal-Wallis 検定） 
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図 8.	 RA 患者の PBMC と SFMC の Th 細胞サブセット 
RA 患者（N=4）の PBMC と SFMC 中の Th 細胞サブセットについて FCM で
解析を行った。（A）Th 細胞を CXCR3 と CCR6 により 4 つの細胞群に分けら
れた Th 細胞サブセット。（B）各 Th 細胞サブセットの割合の平均の比較（＊
P < 0.05、平均 ± 標準偏差、Mann Whitney U 検定） 
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図 9.	 RA 患者の PBMC と SFMC の Th 細胞サブセットの転写因子 
RA 患者（N=4）の PBMC と SFMC 中の Th 細胞サブセットの転写因子につい
て FCM で解析を行った。（A）Th 細胞サブセットの転写因子（T-bet、GATA3、
RORγt）の代表的なヒストグラム。（B）Th 細胞サブセットの転写因子（T-bet、
GATA3、RORγt）を発現する細胞の割合の平均の比較。（＊P < 0.05、平均 ± 標
準偏差、Mann Whitney U 検定） 
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図 10.	 HC、OA 患者、RA 患者の PBMC 中の Th 細胞サブセットの遊
走能 
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HC（N=11）、OA 患者（N=9）、RA 患者（N=5）の Th 細胞サブセットの遊
走能ついて transwell system を用いて chemotaxis assay を行った。CD4 陽性
T 細胞（1×105）を上層の well へ添加し、４時間 37℃で培養し、下層の well
（ケモカイン（CXCL9、CXCL10、CCL20（100ng/ml）を含まないものと含む
もの）へ遊走した Th 細胞を FCM によって細胞数をカウントした。遊走指数
（migration index）については、ケモカインを含んだ well 中の細胞数とケモカ
インを含んでいない well の細胞数の比により算出した。CXCL9 と CXCL10 は
Th1 細胞、CCL20 は Th17 細胞数を用いて算出した。（A）Ligand を含まな
いものと含むものの well における FCM によってカウントした Th 細胞サブセ
ットの細胞数。（B）（A）の結果から導き出された遊走指数の平均の比較。（C）
chemotaxis assayの前後でのCXCR3陽性率及びCCR6陽性率の平均の比較（＊
P < 0.05、平均 ± 標準偏差、2 群比較：Mann-Whitney U 検定、3 群比較：
Kruskal-Wallis 検定） 
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図 11.	 HC、OA 患者、RA 患者の血清及び滑液中のケモカイン 
HC 血清（N=8）、OA 患者血清（N=6）、RA 患者血清（N=7）、OA 患者滑
液（N=6）、RA 患者滑液（N=3）のケモカイン（CXCL9、CXCL10、CCL20）
について LEGENDplex で測定した。（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、
Kruskal-Wallis 検定） 
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図 12.	  RA 患者の治療前後の DAS28-CRP の変化 
RA 患者（N=7）について治療前と抗リウマチ治療 24 週時について疾患活動性
スコアの DAS28-CRP の平均の推移を評価した。（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏
差、Wilcoxon 符号順位検定） 
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図 13.	 RA 患者の治療前後の PBMC 中の Th 細胞サブセットの変化 
RA 患者（N=7）について治療前と抗リウマチ治療 24 週時の Th 細胞サブセッ
トについて FCM で解析を行った。（A）Th 細胞を CXCR3 と CCR6 により 4
つの細胞群に分けられた Th 細胞サブセットの代表例。（B）各 Th 細胞サブセ
ットの割合の平均の比較（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、Wilcoxon 符号順位
検定） 
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図 14.	 RA 患者の治療前後の PBMC 中の Th 細胞サブセットの転写因子
の変化 
RA 患者（N=7）について治療前と抗リウマチ治療 24 週時の Th 細胞サブセッ
トについて FCM で解析を行った。（A）Th 細胞サブセットの転写因子（T-bet、
GATA3、RORγt）の代表的なヒストグラム。（B）Th 細胞サブセットの転写因
子（T-bet、GATA3、RORγt）を発現する細胞の割合の平均の比較。（＊P < 0.05、
平均 ± 標準偏差、Wilcoxon 符号順位検定） 
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図 15.	 RA 患者の治療前後の PBMC 中の Th 細胞サブセットのケモカイ
ンレセプターの変化 
RA 患者（N=7）について治療前と抗リウマチ治療 24 週時の Th 細胞サブセッ
トのケモカインレセプターについて FCM で解析を行った。（A）（左）Th1 細
胞における CXCR3 の代表的なヒストグラム。（右）Th17 細胞における CCR6
の代表的なヒストグラム。 (B)（左）Th1 細胞における CXCR3 の平均蛍光強度
（MFI）の平均の比較。（右）Th17 細胞における CCR6 の MFI の平均の比較。
（＊P < 0.05、平均 ± 標準偏差、Wilcoxon 符号順位検定） 
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図 16.	 RA 患者の治療前後の SFMC 中の Th 細胞サブセットの変化 
RA 患者（N=1）について治療前と抗リウマチ治療 24 週時の Th 細胞サブセッ
トについて FCM で解析を行った。（A）Th 細胞を CXCR3 と CCR6 により 4
つの細胞群に分けられた Th 細胞サブセット。（B）各 Th 細胞サブセットの割
合の比較。 
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図 17.	 RA 患者の治療前後の滑液中のケモカインの変化 
RA 患者（N=1）について治療前と抗リウマチ治療 24 週時の滑液中のケモカイ
ン（CXCL9、CXCL10、CCL20）を LEGENDplex で測定した。 
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